Identification of cassava anthracnose causal fungi by รุ่งทิพย์, สังข์เผือก
รุ่งทิพย ์สังข์เผือก : การศึกษาชนิดเช้ือราสาเหตุโรคแอนแทรคโนสมนัส าปะหลงั 
(IDENTIFICATION OF CASSAVA ANTHRACNOSE CAUSAL FUNGI) 
อาจารยท่ี์ปรึกษา : ผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร.ณฐัธิญา เบือนสันเทียะ, 127 หนา้. 
 
งานวจิยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อศึกษาชนิด และพฒันาวิธีการระบุชนิดของเช้ือสาเหตุโรคแอน
แทรคโนสในมนัส าปะหลงั ท าการศึกษาโดยเก็บตวัอยา่งมนัส าปะหลงัท่ีแสดงอาการโรคแอนแทรค
โนสจากแหล่งปลูกใน 10 อ าเภอ ของ 8 จงัหวดั น ามาแยกเช้ือบนอาหาร Water agar (WA) และ 
Half potato dextrose agar (HPDA) จากนั้นแยกเช้ือจากสปอร์เด่ียวน ามาศึกษาคุณสมบติัทางสัณฐาน
วทิยา โดยวิธีพื้นฐาน และศึกษาลกัษณะทางชีวโมเลกุลโดยการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดจ์าก
ช้ินส่วนดีเอนเอของเช้ือท่ีได้จากการเพิ่มปริมาณโดยวิธี PCR ด้วย universal primers ITS3 และ 
ITS4 กับล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้จากฐานขอ้มูล Genebank ผลการศึกษาพบว่าจากเช้ือท่ีแยกได้
ทั้งหมดจ านวน 38ไอโซเลต สามารถแบ่งไดต้ามลกัษณะของสีโคโลนีเป็น 5 กลุ่ม โดยเช้ือจ านวน 
34 ไอโซเลต อยูใ่นกลุ่มเจริญเติบโตเร็วและ 4 ไอโซเลต อยูใ่นกลุ่มเจริญเติบโตชา้ เช้ือส่วนใหญ่ (35 
ไอโซเลต) ไม่สร้าง setae ขณะท่ีมีเพียง 3 ไอโซเลต คือ SRTLF01 SLC032 และ KBSF02 ท่ีสร้าง
setae การตรวจดูลกัษณะโคนีเดียดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ พบว่าเช้ือส่วนใหญ่สร้างโคนีเดียรูปร่างทรง 
กระบอกหวัทา้ยมน (cylindrical) ขณะท่ีมีเพียง 1 ไอโซเลต คือ SRTLF01 จากสุราษฏร์ธานี ท่ีสร้าง
โคนีเดียรูปเส้ียวพระจนัทร์ (falcate) การทดสอบความรุนแรงในการก่อให้เกิดโรคพบวา่ เช้ือทั้ง 38 
ไอโซเลต สามารถก่อโรคไดท้ั้งกบัใบมนัส าปะหลงัพนัธ์ุเกษตรศาสตร์ 50 และผลพริกพนัธ์ุซุปเปอร์
ฮอต แต่ความรุนแรงในการก่อใหเ้กิดโรคแตกต่างกนัไปในแต่ละไอโซเลต ผลของการเพิ่มปริมาณดี
เอนเอ โดยวิธี PCR พบวา่ เช้ือเกือบทุกไอโซเลตให้ช้ินส่วนของดีเอ็นเอ ขนาด 450 bp เท่ากบัขนาด
ท่ีได้จากเช้ือ Colletotrichum gloeosporioides (CG) จากพริกท่ีใช้เป็นเช้ืออ้างอิงจากมหาวิทยาลัย 
เกษตรศาสตร์ ยกเว้นไอโซเลต SLC032 SRTLF01 NKSTKBS02 NKSTKBS05 NKSTKLS02 
NKSTFBS01 และKBSF01 ท่ีได้ช้ินส่วนดีเอนเอขนาดประมาณ 490 bp เท่ากับช้ินส่วนท่ีเพิ่ม
ปริมาณไดจ้ากเช้ือ C. capsici (CC) จากพริกท่ีใชเ้ป็นเช้ืออา้งอิงจากมหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ เม่ือ
น าช้ิน ส่วนดีเอนเอท่ีเพิ่มปริมาณได้ไปวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ พบว่าเช้ือส่วนใหญ่มีล าดับ      
นิวคลีโอไทด์คล้ายกันกับเช้ือ  C. gloeosporioides แต่มี  1 ไอโซเลตท่ีคล้ายกับเช้ือ  C. capsici 
(truncatum) และ 1 ไอโซเลต คล้ายกบัเช้ือ C. lindemuthianum การวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอนเอด้วย
เทคนิค random amplified polymorphic DNA (RAPD) โดยใช ้primers 3 ชนิด พบวา่ เฉพาะ primer 
OPA13 เท่านั้ นท่ีให้ผลวิเคราะห์สอดคล้องกับการใช้วิธีอ่ืน ๆ ในการระบุชนิด เม่ือสรุปผลการ
วิเคราะห์จากทุกวิธีร่วมกัน พบว่า เช้ือท่ีแยกได้จากมันส าปะหลัง 38 ไอโซเลตเป็นเช้ือในกลุ่ม          
C. gloeosporioides ท่ีมีอตัราการเจริญเร็ว 34 ไอโซเลต ซ่ึงสามารถแบ่งออกเป็นกลุ่มยอ่ยตามขนาด
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ของโคนีเดียไดเ้ป็นชนิดย่อย (sub species) manihotis จ  านวน 2 ไอโซเลต aeschynomene จ  านวน 4 
ไอโซเลต และ  boninense จ  านวน 4 ไอโซเลต ท่ีเหลือเป็นเช้ือ C. capsici (truncatum) จ  านวน 1           
ไอโซ เลต C. lindemuthianum จ านวน  1 ไอโซ เลต  และ 4 ไอโซ เลต มีลักษณะเห มือนกับ                       
C. gloeosporioides แต่มีอตัราการเจริญช้า ท่ียงัไม่สามารถระบุชนิดย่อยได้ การศึกษา absorbance 
profile ของเช้ือโดยวิธี FTIR microscopy เพื่อใชใ้นการเปรียบเทียบชนิดพบว่าให้รูปแบบท่ีมีความ
เหมือนในระดบั 92-100% เม่ือใช้ตวัอย่างเดิมในการวิเคราะห์ แต่เม่ือใช้ตวัอย่างของเช้ือท่ีระบุว่า
เป็นเช้ือเดียวกนัท่ีผา่นการระบุชนิดโดยวิธีอ่ืนมาท าการวิเคราะห์ พบวา่ ให้รูปแบบท่ีมีความเหมือน
ในระดบั 64-76% เท่านั้น การศึกษาพบเช้ือ C. capsici (truncatum) และ C. lindemuthianum ในคร้ัง
น้ีนบัเป็นการรายงานคร้ังแรกของการพบในมนัส าปะหลงั ขณะท่ีการพบชนิดย่อย aeschynomene 
และ boninense นบัเป็นขอ้มูลเพิ่มเติมจากเช้ือ C. gloeosporioides ท่ีเคยมีรายงานมาก่อนแลว้ 
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Colltotrichum sp./ANTHRACNOSE/CASSAVA 
 
 The objectives of this study was to identify the cassava anthracnose causal 
fungi. The study was carried out by collecting cassava samples with anthracnose 
symptoms from various planting areas covering those in 10 districts of 8 provinces in 
Thailand. The causal fungi were subsequently isolated from the diseased materials 
using water agar (WA) and half potato dextrose agar (HPDA). After obtaining single-
spore isolates, the fungi were subjected to a standard morphological study protocol. 
Their molecular biological characters were studied by comparing their nucleotide 
sequences of the PCR amplified DNAs, using the universal ITS3 and ITS4 as primers, 
with those in the Genebank. From the 38 isolates obtained, they could be divided into 
5 groups according to the colony colors and 2 groups according to their growth rates 
of which 34 isolates were fast growing, while the other 4 were slow growing. Thirty 
five isolates out of 38 did not produce setae except SRTLF01, SLC032, and KBSF02 
that did. By microscopic examination, most isolates produced cylindrical conidia 
except SRTLF01 from Surathani that produced falcate conidia. From pathological test, 
all 38 isolates could cause anthracnose symptoms on inoculated Kasetsart 50 cassava 
leaves and Super Hot chili fruits but the disease severities were different depending on 
the isolates. With the PCR, DNAs of most isolates gave the amplified DNAs that were 
450 bps in size which was the same as that of reference chili Colletotrichum 
gloeosporioides (CG) obtained from Kasetsart University (KU), except the isolates 
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SLC032, SRTLF01, NKSTKBS02, NKSTKBS05, NKSTKLS02, NKSTFBS01 and 
KBSF01 that gave 490 bp DNAs comparable to that obtained from reference chili C. 
capsici (CC) from KU. After being analyzed, sequences of the amplified DNAs of 
most isolates had a very high similarity to that of CG, except one that was similar to 
that of CC and C. lindemuthianum (CL). By using 3 primers to amplify the DNAs 
from the 38 isolates and 2 reference isolates using the random amplified polymerase 
polymorphism (RAPD) technique, only the OPA13 primer was effective in 
differentiating the isolates and had an agreeable result with that identified by other 
techniques. When results from all techniques were combined and co-analyzed, it could 
be concluded that from the 38 isolates obtained, 32 were fast growing CG which could 
be subdivided, according to the conidial size, to 2 manihotis, 4 aeschynomene and 4 
boninense subspecies, 1 isolate was identified as CC and 1 isolate as CL. The 
remaining 4 isolates shared high similarity to CG but were slow growing. By studying 
the absorbance profiles of the fungal cultured mycelia from FTIR microscopy and 
used as identification character, 92-100% similarity was obtained when the same 
culture samples were repeatedly analyzed, but only 64-76% similarity was observed 
when the cultures of the same fungal species, identified by other methods, were used. 
The finding that CC and CL could infect cassava in this study can be claimed as the 
first report and the finding of aechynomene and boninense subspecies should add 
more information on subspecies of CG that can attack cassava in Thailand. 
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